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RESUMO

A doenca de Chagas representa um sério problema de saude publica, levando a mais de 12.000
mortes anualmente e afetando entre 6 e 7 milhdes de individuos devido a infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi, 0 agente causador. O Brasil se destaca como o segundo pais em nimero de
infectados (1,9 milhdo). A inadequacdo do atual arsenal terapéutico ressalta a necessidade
crucial de desenvolver farmacos mais eficazes e menos tdxicos para o tratamento dessa
enfermidade. A cruzaina, principal cisteino protease do T. cruzi, € vital para a sobrevivéncia do
parasita € € um alvo molecular validado na busca por agentes tripanocidas. O MB15, um
inibidor ndo peptidico e ndo covalente, se destaca entre os inibidores de cruzaina descobertos
(Clso de 5 uM), também demonstrando efeito in vitro contra o T. cruzi (Clso 32 uM). Sua
estrutura Unica o torna um candidato inovador na exploracdo de novos inibidores permitindo
modificacbes em mudltiplos pontos da molécula, visando estabelecer uma correlacdo entre
estrutura e atividade, a fim de gerar analogos mais potentes. Uma triagem virtual conduzida por
nosso grupo de pesquisa identificou diversos andlogos do MB15 com potencial atividade contra
a cruzaina. Esses analogos possuem variagdes estruturais na porcéao 3,4-difluorofenila do MB15
e no grupo amida. O presente trabalho propds a sintese e caracterizacdo por Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H e 3C de intermediarios estruturais do MB15, planejados a partir de
sua analise retrossintética e variacdo dos substituintes nos reagentes de partida. No entanto,
inimeras tentativas de sintese foram realizadas para formacdo de fenolamidas sem que os
produtos fossem obtidos em quantidade e pureza satisfatoria para viabilizar as proximas etapas,
ainda que utilizando condic¢des de reacao diversas. Em contraste, a etapa de aminacao redutiva
mostrou resultados promissores. Apesar desse relativo insucesso, este trabalho serviu para
conhecer as limitacdes na obtencdo desses intermediarios-chave e estabelecer as melhores
condicdes de reacdo, abrindo caminho para prosseguir com a obtencdo de analogos do MB15

como potenciais candidatos a farmacos tripanocidas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, cruzaina, MB15, aminagédo redutiva,

amidas.



ABSTRACT

Chagas disease represents a serious public health issue, leading to over 12,000 deaths annually
and affecting between 6 to 7 million individuals due to infection by Trypanosoma cruzi, its
causative agent. Brazil stands out as the second country in terms of the number of infected
individuals (1.9 million). The inadequacy of the current therapeutic arsenal underscores the
crucial need to develop more effective and less toxic drugs for treating this ailment. Cruzain,
the primary cysteine protease of T. cruzi, is vital for the parasite's survival and is a validated
molecular target in the search for trypanocidal agents. MB15, a non-peptidic and non-covalent
inhibitor, stands out among discovered cruzain inhibitors (ICs of 5 M), also demonstrating in
vitro effect against T. cruzi (ICsop 32 pM). MB15 boasts a unique structure, making it an
innovative candidate in exploring new inhibitors. Its structural characteristics allow
modifications at multiple points in the molecule, aiming to establish a correlation between
structure and activity to generate more potent analogs. A virtual screening conducted by our
research group identified several MB15 analogs with potential activity against cruzain. These
analogs carry out structural variations in the 3,4-difluorophenyl and amide portion of MB15.
This study proposed the synthesis and characterization by 'H and **C Nuclear Magnetic
Resonance of key structural intermediates of MB15, designed based on its retrosynthetic
analysis and variation of substituents in the starting reagents. However, numerous synthesis
attempts for the formation of phenolamides resulted in unsatisfactory product quantities and
purity to be used in the next steps, even under various reaction conditions. In contrast, the
reductive amination step showed more promising results. Despite this relative lack of success,
this work was necessary to uncover the reactions limitation sand to establish the best reaction
conditions, paving the way to the obtention of MB15 derivatives as potential trypanocidal drug

candidates.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, cruzain, MB15, reductive amination, amides.
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INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) € uma patologia parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi. Foi descoberta em 1909 pelo médico e cientista brasileiro Carlos Chagas, ao encontrar
um flagelo proveniente do tubo digestivo do inseto hematdfago, popularmente conhecido como
"barbeiro", enquanto atuava como pesquisador assistente do Instituto Oswaldo Cruz, no interior
de Minas Gerais. As analises feitas em amostras coletadas provaram que o protozoario era capaz
de infeccionar cobaias, ocasionando graves problemas de saude e até mesmo a morte (COSTA
etal., 2013; KAWAGUCHI, et al., 2019).

Encontrar evidéncias experimentais que comprovassem a relevancia médico-social da doenca
de Chagas como um problema de satde publica foi desafiador. Em 1935, o médico argentino
Cecilio Romafia contribuiu para o entendimento da enfermidade ao apresentar um indicio
clinico: o "sinal de Romafia", um inchago inflamatdrio nas pélpebras causado pela infec¢do da
conjuntiva apds o contato com as fezes ou urina contaminadas do triatomineo, caracterizando
a fase aguda da doenca. Essa descoberta despertou o interesse de pesquisadores de outros paises,
que seguiram com suas investigacdes sobre a doenca de Chagas. Somente na década de 1950,
ela passou a ser reconhecida como um notavel problema de satde publica no Brasil (CHAO, et
al., 2020).

1.2 Epidemiologia

Também conhecida como tripanossomiase americana, a DC é classificada como uma doenca
negligenciada pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) devido ao baixo investimento em
pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos, principalmente em paises

subdesenvolvidos onde a doenca é prevalente (SANTOS, et al., 2022).

A DC é endémica em 21 paises, localizados principalmente na América Latina, resultando em
aproximadamente 12 mil obitos anuais (Figura 1). Estima-se que entre 6 e 7 milhGes de
individuos estejam atualmente infectados pela doenca, e cerca de 75 milhdes de pessoas estdo
expostas ao risco de contrair a infeccdo (GONCALVES, et al., 2021). Além disso, cerca de 6
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mil pessoas morrem no mundo, anualmente, em consequéncia das complica¢es da DC na fase
cronica (BMC, 2023).

Figura 1: Distribuicdo mundial de casos de doenca de chagas. Fonte: SILVA, et al. 2019.

No Brasil, a situacdo epidemioldgica da DC passou por mudancas significativas na ultima
década, impulsionadas por medidas de controle e alteracdes nos aspectos ambientais, sociais e
econdmicos. Durante o periodo de 2010 a 2019, foram registrados em média 4.541 6bitos por
ano decorrentes da DC (BRASIL, 2022). Analisando somente o periodo de 2015 a 2019, foram
registrados 1.744 novos casos de pacientes com DC, sendo a regido Norte do pais a que mais
notificou a doenca (DE SOUZA, et al., 2021).

Estima-se que aproximadamente 1,7% da populacdo brasileira, equivalente a cerca de 3,5
milhdes de individuos, esteja acometida pela doenca (DE OLIVEIRA, et al., 2021). Na regido
Amazonica do Brasil, a forma aguda da DC por infeccdo oral, uma forma de transmissdo nédo-
vetorial, tem ganhado relevancia, manifestando-se principalmente por meio de casos e surtos.
De 2000 a 2013, foram registrados 1.034 casos de DC transmitida dessa forma, sendo a maioria
desses casos associada a surtos relacionados a ingestdo de alimentos, como acai e carne de
animais silvestres, como a capivara, contaminados com o T. cruzi (SANTOS, et al., 2018). Essa
ocorréncia revela um perfil epidemioldgico peculiar, que difere das areas tradicionalmente
endémicas. Dados do Ministério da Saude do Brasil, entre 2008 e 2017, indicaram um aumento

progressivo anual de casos de DC aguda por infeccdo oral. A maioria dos casos confirmados
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(1.793 casos) ocorreu no estado do Para, representando 82% do total (2.172 casos) (BRASIL,
2019).

No ambito das doencas tropicais negligenciadas, Brasil, Argentina e México se destacam pela
relevancia no enfrentamento dessas enfermidades, sendo a DC um problema significativo
nesses paises e os posicionando como lideres em incidéncia, uma vez que possuem mais de 1
milhdo de infectados. Entretanto, ao analisarmos a realidade na Colombia e Venezuela,
constatamos que essas nacdes também enfrentam um peso consideravel em relagdo a DC, com
aproximadamente 438 mil casos na Colémbia e 193 mil na Venezuela. Juntas, elas ocupam a
quarta posicdo mundial em incidéncia da doenca. Esses dados ilustram a extensdo e a
complexidade da disseminacdo da infeccdo na América do Sul, transcendendo fronteiras
nacionais (ARNAL, et al., 2019; PARRA-HENAO et al., 2019).

Por outro lado, os paises ndo endémicos também apresentam um namero significativo de
pessoas infectadas. Nos Estados Unidos, a estimativa € de até 300 mil casos, enquanto na
Europa ha cerca de 72 mil, com a Inglaterra apresentando um numero mais limitado de
aproximadamente 12 mil infectados. Essa situacdo se agrava nos paises que recebem uma
grande migracdo, como a Espanha, que abriga 0 maior nimero de latino-americanos na Europa.
Estima-se que cerca de 2,8% dos latino-americanos que vivem na Espanha possam ter a doenca
de Chagas (DE SOUZA MACEDO et al., 2021; ALARCON DE NOYA et al., 2022).

Esses dados destacam a importancia de abordar a doenca de Chagas tanto em regides endémicas
quanto em é&reas onde ela se tornou uma preocupacdo emergente devido a migracdo e a
globalizacdo (Figura 1). E fundamental que sejam implementadas estratégias de prevencao,
diagnostico e tratamento adequado para combater efetivamente essa doenca negligenciada
(CHAO, et al., 2020).

1.3 Transmissao e ciclo de vida do T. cruzi

A transmiss@o do T. cruzi pode ocorrer através de diversas vias, que vdo desde vetorial por
insetos do género Triatominae, até as vias menos conhecidas, como a transmissao congénita,
transfusional, oral e acidental (LANA, et al., 2005). A transmissao classica da DC, conhecida
como vetorial (Figura 2), ocorre principalmente por insetos triatomineos, conhecidos como

barbeiros, que sdo vetores da doenca. No vetor, as formas tripomastigotas sofrem diferenciacéo
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em epimastigotas, permitindo sua proliferacdo e posterior diferenciacdo para a forma
tripomastigosta metaciclicas infectante. A contaminacgdo se da quando as fezes do barbeiro,
contendo tripomastigotas metaciclicos, entram em contato com mucosas ou feridas na pele
provocadas pela picada do inseto, sendo introduzidas no organismo ao individuo se cocar. As
tripomastigotas entéo infectam as células do hospedeiro, onde se transformam em amastigotas
intracelulares que se multiplicam ativamente. Posteriormente, se diferenciam novamente em
tripomastigotas, que sdo liberadas na corrente sanguinea, podendo infectar novas células ou

infectar triatomineos que se alimentam do individuo infectado (GUARNER, 2019).

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM

EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS
/ /v s

Diferenciagdo para formas

tripomastigotas metaciclicas Liberacdo das formas
tripomastigotas metaciclicas
junto com as fezes e a urina

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de

inoculacdo ’
Tripomastigotas sanguineos
se difundem, através das
correntes sanguinea e
linfatica, infectando outras
células e novamente se i

transformando em
amastigotas intracelulares

do triatomineo durante o
l repasto sanguineo

r\/?‘ ‘g\’\
Conversao para forma
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sanguinea e linfitica

Figura 2: Transmissdo vetorial da DC. Fonte: Infografico Venicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz

Além da transmissdo vetorial, outra forma de infecgéo € via transfusdo sanguinea. Portadores
da doenca devem ser excluidos como doadores de sangue, mas a migracao para areas urbanas
eleva a preocupacdo sobre a prevaléncia de doadores infectados nos hemobancos. A fase
cronica da doenga predomina nos diagnosticados, aumentando o risco transfusional
(KAWAGUCHI, et al., 2019). No sangue, as tripomastigotas podem ser detectadas por exames
laboratoriais e disseminarem a infecgé@o para outros tecidos e 6rgaos do hospedeiro. Nos paises
ndo endémicos, a transfusdo sanguinea € a principal via de transmissdo, devido a falta de
triagem para o Trypanosoma cruzi (KAWAGUCHI, et al., 2019; GUARNER, 2019).
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Outra via importante é a transmissdo da doenca pela via transplacentaria, a principal forma de
infecgdo congénita, podendo ocorrer também durante o parto, quando o feto entra em contato
com o sangue infectado da mée. Os mecanismos exatos da transmissdo congénita ainda ndo séo
totalmente compreendidos, mas fatores como a carga parasitaria e aspectos imunologicos nas
mdes afetadas podem estar relacionados. Sendo assim, o diagndéstico precoce é fundamental
para iniciar o tratamento o mais cedo possivel (LANA, et al., 2005).

A transmissdo por via oral, ocorre quando ha a ingestdo de alimentos, como acai e caldo de
cana, que contenham triatomineos infectados ou seus residuos contendo uma carga parasitaria.
Além disso, a contaminacdo também pode advir da ingestdo de carne de animais contaminados.
Algumas pesquisas também apontam a presenca do T. cruzi no leite materno durante a fase
aguda da infeccdo, permitindo a transmissao pela amamentacdo. A entrada do parasita no corpo

humano nesses casos se da através da mucosa da boca (KAWAGUCHI, et al., 2019).

Ainda, pode-se citar a transmissdo acidental em laboratorios, onde pesquisadores e técnicos
podem se infectar ao manipular sangue de pacientes ou animais contaminados, e a transmissao
por transplante de 6rgéos infectados, quando o paciente receptor pode desenvolver a fase aguda
da doenga devido a supressao imunoldgica causada pelos medicamentos utilizados antes e ap6s
o procedimento cirurgico (DE ANDRADE, et al., 2011).

1.4 Manifestacgdes clinicas e diagnosticos

A sintomatologia da doenca varia de acordo com suas as fases, que se subdividem em aguda e
crbnica. A fase aguda possui um periodo de incubacédo de 4 a 14 dias, pode ser assintomatica
ou apresentar sintomas leves como dores de cabeca, febre e palidez. Outros sinais, como 0
chagoma de inoculacdo caracterizado por um noédulo subcutaneo e o sinal de Romafa que
dificulta a abertura das péalpebras, estdo relacionados ao local da inoculagdo e auxiliam no
diagndstico clinico da doenca (COURA, et al., 2014).

Durante a fase inicial da infecgdo, observa-se uma elevada quantidade de parasitas circulando
no sangue e um amplo parasitismo nos tecidos, acompanhados por uma resposta imunologica
intensa, caracterizando a fase aguda da infecg@o. Nesse caso o teste direto a fresco € uma op¢éo
de exame parasitoldgico que busca o parasita na forma de tripomastigota no sangue por

microscopia optica (LIMA, et al., 2019). Normalmente, o sistema imunoldgico do hospedeiro
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é capaz de controlar a carga parasitaria, porém ndo consegue eliminar completamente o parasita,

resultando na progressao da infeccdo para a fase cronica da doenca (FERNANDES, 2018).

A etapa de fase cronica dessa patologia tem inicio apos 2-4 meses de infeccdo aguda. Nesse
periodo os parasitas que antes eram perceptiveis na corrente sanguinea tornam-se localizados
no coragdo e sistema digestivo, resultando em complicagdes mais graves como a
cardiomiopatia, 0 megaeséfago e 0 megacdlon, que vao caracterizar as diferentes manifestaces
da DC cronica (CORREIA, et al., 2021).

O individuo em fase crbnica apresenta baixa parasitemia, sendo assim o diagndstico é realizado
somente por testes soroldgicos de alta sensibilidade como por exemplo, o ELISA, técnica que
detecta os anticorpos produzidos no corpo humano contra o parasita (LIMA, et al., 2019). A
OMS recomenda a realizacdo de pelo menos dois testes soroldgicos com métodos distintos,
com o objetivo de aumentar a confiabilidade do diagndstico e evitando, assim, resultados falsos
positivos ou falsos negativos. Em caso de resultados contraditorios, € indicado realizar um
terceiro teste com outro principio para garantir maior precisdo no diagnoéstico (GUEDES, et al.,
2016).

1.5 Tratamento atual e suas complexidades

A quimioterapia da DC esta restrita a apenas dois farmacos: benznidazol (Rochagan®,
Radanil®, Roche) e nifurtimox (Lampit®, Bayer) (Figura 3). Ambos os tripanocidas,
desenvolvidos entre 1960 e 1970, sdo amplamente utilizados no combate a infecgdes causadas
por protozoarios do género Trypanosoma, sendo que o benznidazol é melhor tolerado, mais
amplamente disponivel e possui mais suporte da literatura em termos de eficacia. Assim, o
medicamento € preconizado pelo Ministério da Salde, para o tratamento dos individuos
infectados, principalmente as criangas (CORREIA, et al., 2021).

Entretanto, estudos prévios afirmam que cerca de 30% a 50% dos individuos submetidos a
tratamentos tripanocidas relataram ocorréncia de efeitos secundarios indesejaveis. Os regimes
de tratamento sdo longos, podendo variar entre 60-90 dias. Sendo assim, 0s pacientes podem
sofrer com alguns sintomas relacionados a toxicidade dos medicamentos, como problemas
digestivos, inflamagdo do figado, danos aos nervos periféricos, leucopenia, perda de apetite,

emagrecimento, nauseas, vomitos, dificuldades para dormir e irritacbes na pele. Tais reacoes
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podem ser incapacitantes, levando ao ajuste ou mesmo a suspensdo do tratamento, afetando

adversamente a adesdo dos pacientes ao protocolo terapéutico (LIMA, et al., 2019).
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Figura 3: Estrutura do benznidazol (A) e nifurtimox (B) Fonte: Autora.

No Brasil o tratamento com benznidazol é fornecido gratuitamente pelas Secretarias Estaduais
de Saude a todos individuos diagnosticados com a forma aguda da doenca, devendo ser iniciado
assim que o diagnostico é confirmado (LIMA, et al., 2019). Ja os pacientes em fase crénica, o
tratamento se aplica aos assintomaticos ou aqueles em fase clinica inicial. Caso o paciente
apresente intolerancia ao medicamento de primeira escolha, o nifurtimox também ¢é
disponibilizado como forma de tratamento alternativo (LIMA, et al., 2019; CORREIA, et al.,
2021).

Estimativas de despesas em paises, como Colémbia e México, apontam um custo entre 15 mil
e 50 mil por ano em tripanocidas e acompanhamento clinico e laboratorial para cada paciente.
Essa situacdo colabora com a baixa adesdo ao regime de tratamento (MALONE, et al.,2021).
Devido aos desconfortos intrinsecos a qualidade de vida, a DC perturba o equilibrio do estilo
de vida dos portadores. Importante lembrar que a forma cardiaca da doenca é especialmente
restritiva levando a limitagOes nas atividades cotidianas dos pacientes, comprometendo néo
apenas o bem-estar, mas também afetando a questéo do trabalho e consequentemente o sustento
dos pacientes (OLIVEIRA, et al., 2010).
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Ainda hoje, ndo se teve avangos significativos na farmacologia destes medicamentos.
Descobertos ha mais de 50 anos, eles estdo longe de serem considerados ideais. Isso ocorre
porque ambos estdo associados a sérios efeitos colaterais, alta toxicidade, desenvolvimento de
resisténcia do parasito e, em muitos casos, demonstram ser ineficientes na fase crénica da
doenga, com uma taxa de cura de apenas 20% dos pacientes nessa fase (BERMUDEZ, et al.,
2016).

Ambos os medicamentos sdo pro-farmacos, o que significa que eles precisam ser bioativados
por enzimas. As enzimas nitrorredutases do parasita S&0 responsdveis por essa
biotransformacéo, que através de reacdes de redugdo em cascata geram metabolitos altamente
reativos dos farmacos. Essas substancias reagem com macromoléculas do parasita,
interrompendo o metabolismo do T. cruzi e outras funcdes importantes, levando-o a morte
celular (LASCANDO, et al, 2022).

A medida que a doenca entra em sua fase cronica, a eficacia dos medicamentos diminui,
proporcionando ao parasita a oportunidade de evoluir para um estado de resisténcia. Essa
resisténcia pode surgir devido a diminuicdo nos niveis da enzima nitrorredutase, bem como
modificacBes genéticas que afetam seu sitio ativo (MARIN, et al., 2020). O fato de o T. cruzi
ser um parasito intracelular cria um desafio adicional para o desenvolvimento de novos
medicamentos, uma vez que eles precisam ser capazes de atravessar a membrana plasmatica
celular do hospedeiro antes de agirem no parasita, levando a baixa eficiéncia do tratamento da
DC (SILVA, 2021).

Considerando o exposto, torna-se essencial a busca por novos medicamentos que sejam mais
eficazes e menos tdéxicos no tratamento da DC. O desenvolvimento de uma terapia
antiparasitaria planejada, explorando alvos especificos em vias metabdlicas cruciais para o
parasito, € de grande importancia (ETTARI, et al., 2016).

A exploracdo de tecnologias em nanoescala, tais como, nanoparticulas poliméricas e
nanoestruturas lipidicas, surge como uma abordagem promissora para aprimorar a solubilidade
e a taxa de dissolugdo do benznidazol e nifurtimox. Isso poderia levar a reducgdes nas dosagens
necessarias e possivelmente novas opgdes terapéuticas. No entanto, as formulages propostas

carecem de investigacéo clinica até o momento (LASCANO, et al, 2022).
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Nessa situa¢do, uma alternativa € o desenvolvimento de novos farmacos com foco em alvos
celulares que desempenham papéis essenciais para a sobrevivéncia o parasita. Extensivas
pesquisas foram realizadas a fim de identificar e validar alvos moleculares parao T. cruzi, como
foi o caso da CYP51 e a cruzaina (DA SILVA, et al., 2023).

A CYP51, também conhecida como esterol 14a-demetilase, emergiu como um alvo notavel
devido a sua relevancia critica para a sobrevivéncia do parasita, pois esta relacionada a
biossintese do ergosterol, estrutura essencial para manter a integridade das membranas
celulares. Junto a sua importancia soma-se a disponibilidade de medicamentos antiflngicos que
podem ser adaptados com facilidade para investiga¢des clinicas no contexto da DC, uma vez
que farmacos antifingicos imidazolicos atuam em uma enzima homologa em fungos
(LASCANDO, et al, 2022). O exemplo mais notavel é o do posaconazol, amplamente utilizado
no tratamento de infecgbes fungicas. Estudos em modelos experimentais sugerem que 0
posaconazol, pode contribuir para prevenir ou reverter a cardiomiopatia chagasica crénica ao
diminuir a fibrose nos tecidos cardiacos infectados. Essa abordagem potencialmente benéfica
estd associada a uma reorganizacao intrinseca do tecido miocardico e a uma reducao da carga
parasitaria, o que pode ter implicac¢des significativas no tratamento da DC e na redu¢do de danos
cardiacos associados (NISIMURA, et al.,2020).

1.6 O potencial da cruzaina como alvo molecular no tratamento da DC

Desde 1995, McKerrow e colaboradores tém conduzido pesquisas com o objetivo de descobrir
novas terapias antiparasitarias. Nesse contexto, eles empregam o desenho de farmacos, que
utilizam informacdes sobre a estrutura molecular da proteina-alvo para desenvolver inibidores
mais eficazes. Através de técnicas como cristalografia de raios-X e modelagem computacional,
sitios especificos na proteina para a ligagdo dos compostos sao identificados, possibilitando a
concepcao de farmacos direcionados ao tratamento de doencas especificas, como no caso de
uma protease especifica do Trypanosoma cruzi, denominada cruzaina (MCKERROW, et al.,
1995).

Adicionalmente, a expresséao e purificacdo dessa proteinas-alvo permite superar limitacGes de
material parasitario, viabilizando a triagem de inibidores potenciais em bancos de dados
guimicos. O sequenciamento do genoma do Trypanosoma cruzi, causador da DC, desempenhou

um papel significativo na identificacdo de alvos biologicos, especialmente enzimas, que estéo
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sendo investigados para o desenvolvimento de novos agentes anti-chagésicos (TURK, 2006).
Essa combinac&o de tecnologias em biologia molecular tem permitido a rapida identificacdo de
novos potenciais inibidores para o tratamento de parasitas (MCKERROW, et al., 1995).

A cruzaina destaca-se entre os alvos moleculares descobertos por ser a principal cisteino
protease do T. cruzi, presente em diversos compartimentos intracelulares do parasito e estar
expressa em todos os estagios do seu ciclo de vida. Membro da familia da papaina, a cruzaina
catalisa as reacOes de hidrolise de ligacdes peptidicas. Mais especificamente, essa enzima é
responsavel pela decomposicdo de proteinas da célula hospedeira, o que é fundamental para o
desenvolvimento da infeccdo (MOREIRA et al., 2014). Ainda, possui papel relevante na
aquisicdo de nutrientes e evasdo do sistema imunologico, mostrando-se um alvo molecular

promissor para o desenvolvimento de farmacos tripanocidas (ROCHA, 2018).

A inibicdo da cruzaina é um desafio, e os modos de inibic&o e a natureza quimica dos inibidores
de cisteino proteases sdao amplamente debatidos. A maioria dos inibidores peptidicos descritos
na literatura atuam de maneira covalente e irreversivel (ANG, et al., 2011). No entanto,
inibidores ndo peptidicos com ligagdo reversivel, tempo-independente e competitiva sdo mais
interessantes devido & possivel melhora na biodisponibilidade, fatores sintéticos e seletividade
(RISHTON, 2003; BRAK; et al., 2008). Nesse contexto, 0 MB15 (Figura 4) tem se mostrado
um inibidor promissor. Ele apresenta atividade potente frente a enzima cruzaina, com um valor
de concentracdo inibitéria média de 5 uM determinado em ensaio fluorimétrico. Além disso, 0
MB15 demonstrou atividade in vitro contra diferentes espécies de Trypanosoma, conforme
dados de Clso depositados no banco de dados do PubChem: T. cruzi, 32 uM; T. brucei brucei,
32 uM e T. brucei rhodesiense 16,1 uM (KAISER, et al., 2015; PEREIRA, et al., 2019). Esses
resultados encorajam a continuidade dos estudos sobre 0 MB15 como um potencial candidato

a farmaco no tratamento da DC.
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Figura 4: Estrutura do MB15 (3-cloro-4-((1-(3,4-difluorobenzil)piperidin-4-il)oxi)-N-(2-
metoxietil)benzamida) Fonte: Autora.



24

Além disso, 0 MB15 apresenta uma vantagem em relacdo a outros compostos previamente
estudados, pois possui diversos pontos suscetiveis a modificacbes (PEREIRA et al., 2019).
Esses pontos permitem uma grande variabilidade estrutural a fim de explorar as interacfes
cruciais entre a enzima e o ligante, visando otimizar a atividade e melhorar as propriedades
farmacocinéticas. Portanto, o composto MB15 pode ser considerado um ponto de partida

promissor na busca por novos inibidores de cruzaina com potencial tripanocida.

Sendo assim, um estudo utilizando docking molecular reproduziu uma biblioteca virtual de
moléculas andlogas ao MB15 definindo os materiais de partida necessarios para a sintese dos
analogos (SOUSA, 2021). Esses materiais foram selecionados com base nos reagentes
disponiveis no Laboratério de Quimica Medicinal e Bioensaios da Escola de Farmacia da
UFOP. Dando continuidade a esse projeto, o presente trabalho propde a sintese de
intermediérios-chave para a obtencdo do MB15 e seus analogos a partir dos reagentes
estabelecidos, analisando as melhores condig¢des reacionais para que seja estabelecida uma rota

de sintese de analogos do MB15.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo principal a sintese e caracterizacdo de derivados do MB15,
planejados a partir de sua andlise retrossintética e variacdo dos substituintes nos reagentes de

partida.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar a sintese dos intermediarios 4-hidroxi-N-benzilpiperidinas e as fenolamidas;

e Realizar o acoplamento das fenolamidas com as 4-hidroxi-N-benzilpiperidinas;

e Realizar a caracterizacdo quimica das substancias obtidas por meio de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de *H e 13C.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese e caracterizacdo das substancias

Para a sintese das substancias propostas utilizou-se reagentes de fontes comerciais, sem prévia
purificacdo. Realizou-se 0 acompanhamento das reagdes por meio de cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando silica gel 60 G (Merck®) sobre lamina de vidro, tendo a camada de
silica uma espessura de 0,25 mm. Foram utilizados como reveladores gerais a luz ultravioleta,
vapor de iodo e Molibdato Cérico de Am6nio (CAM), que consiste em uma solucdo aquosa de
molibdato de am6nio com sulfato de cério e acido sulfirico. Para a revelagdo das aminas, optou-
se pela utilizacdo de ninhidrina em solucédo etanolica 10% com gotas de acido acético glacial.
A caracterizacdo das estruturas se deu por analise dos espectros de ressonancia magnética
nuclear (RMN) de 'H e !3C, realizadas no Laboratério Multiusuario de Caracterizagio de
Moléculas da UFOP, adquiridos em espectrdmetro Bruker AC-400 MHz. Utilizou-se como
padrdo interno o tetrametilsilano (TMS) e como solventes cloroférmio deuterado (CDCls3) e
dimetilsufoxido deuterado (DMSO-dg). Os valores dos deslocamentos quimicos (8) foram
descritos em ppm e os valores de constante de acoplamento (J), em Hz. As faixas de fusdo das
substancias sintetizadas foram determinadas no Laboratério de Quimica Medicinal e
Bioensaios da Universidade Federal de Ouro Preto.

3.2  Obtencéo do 4-metoxibenzoato de metila
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Tabela 1: Quantidades dos reagentes utilizados para obtencdo do 4-metoxibenzoato de metila

Reagente Massa N° Quantidade N° de

molar equivalentes mmols
Acido 4-hidroxibenzoico 138,1g/mol 1 200 mg 1,44
Hidroxido de sodio 39,99g/mol 2 116 mg 2,89

Dimetilformamida 73,09 g/mol - 3mL -
lodometano 141,9g/mol 4 350 pL 5,76
(d=2,28
g/mL)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foram adicionados &cido 4-hidroxibenzoico e
hidroxido de soédio em DMF, e a mistura foi agitada por aproximadamente 1 hora em
temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado iodometano em um banho de gelo. O baldo
foi vedado com um septo de borracha e a reacdo mantida em agitagéo overnight em temperatura
ambiente. O término da reacdo foi observado por meio de CCD, ap6s eluicdo em hexano e
acetato de etila (8:2) e revelado com vapor de iodo e CAM. Em seguida, realizou-se uma
extracdo liquido-liquido utilizando acetato de etila como solvente e agua destilada, obtendo-se
0 produto na fase organica. O solvente foi evaporado utilizando um rotavapor®, resultando em
104 mg de um sélido branco (44% de rendimento).

F.M.: CgH1003
M.M.: 166,18 g/mol
Faixa de fusdo: 45°C

RMN de 'H (8; CDCls; 400 MHz): 7,92 (d; 2H; H-2 e H-2’ 3J = 8,6 Hz); 6,85 (d; 2H; H-3 e
H-3°, 33 = 8,6 Hz); 3,81 (s; 3H; H-6); 3,79 (s; 3H; H-7).

RMN de 3C (3; CDCl3; 100 MHz): 166,9 (C-5), 163,3 (C-4), 131,5 (C-2 e C-27), 122,5 (C-
1), 113,5 (C-3 e C-3°), 55,4 (C-7), 51,8 (C-6).
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3.3 Obtengéo da N-benzilpropan-2-amina

Tabela 2: Quantidades dos reagentes utilizados para obtencdo da N-benzilpropan-2-amina

Reagente Massa N° Quantidade N° de
molar equivalentes mmols
Benzaldeido 106,1g/mol 1 144 uL (d = 1,41
1,04 g/mL)
Isopropilamina 59,11g/mol 5 600 uL (d = 7,07
0,69 g/mL)
Diclorometano 84,93 g/mol - 10 mL -
Sulfato de sodio anidro 142g/mol 10 2000 mg 14,1
Borohidreto de sddio 37,83 g/mol 3 160 mg 4,23
THF/Metanol 3mL/2 mL

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 144 uL de benzaldeido, 600 pL
de isopropilamina em 10 mL de diclorometano e 2 g de sulfato de sodio. A reacdo foi mantida
overnight a temperatura ambiente e com agitacdo magnética, quando se observou 0 consumo
do material de partida por meio de CCD, utilizando como eluente hexano e acetato de etila
(8:2).

Em seguida, realizou-se uma filtragdo em funil simples e papel de filtro, lavando o sulfato de
sodio retido com diclorometano. O solvente foi recolhido em um baldo de fundo redondo,
removido em rotavapor®, e o material obtido utilizado imediatamente na etapa subsequente da
reacdo. A esse baldo, adicionou-se uma mistura de 3 mL de THF e 2 mL de metanol, seguida

de 160 mg de borohidreto de sddio sob banho de gelo. A mistura foi mantida em agitacao
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magnética por 3 horas a temperatura ambiente. A evolucdo da reacdo foi acompanhada por
CCD e, ap6s o consumo do material de partida, deu-se inicio a elaborag&o consistindo na adicdo

de uma solucéo de hidroxido de sddio 10% até atingir pH 12 e evaporacéo parcial dos solventes.

Em seguida, foi realizada uma extracao liquido-liquido com acetato de etila, lavando-se com
agua destilada. A fase orgénica recolhida foi lavada com &gua acidificada com HCI 1 M até pH
3. Na sequéncia a fase aquosa acidificada foi coletada e alcalinizada até pH 8 utilizando uma
solucéo de hidroxido de sddio 10%, sendo extraida novamente com acetato de etila. Essa fase
organica final foi coletada, seca com sulfato de sodio e evaporada, resultando em 26 mg do
produto como um 6leo (12,5% de rendimento).

F.M.: CioH1sN
M.M.: 149,24 g/mol

RMN de H (8; CDCls; 400 MHz): 7,40-7,28 (m; 5H; H-2, H-2*, H-3, H-3’ e H-4); 3,82 (s;
2H; H-5); 2,90 (h; 1H; H-6, 3J = 6,6 Hz); 1,15 (d; 6H; H-7 e H-7°, 3] = 6,6 Hz).

RMN de 13C (3; CDCl3; 100 MHz): 139,4 (C-1), 128,5 (C-2, C-2’ ou C-3, C-3"), 128,4 (C-2,
C-2” ou C-3, C-3"), 127,2 (C-4), 51,1 (C-5), 48,2 (C-6), 22,6 (C-7 & C-7").

3.4 Obtencao da 4-benzilmorfolina
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Tabela 3: Quantidades dos reagentes utilizados para obtencdo da 4-benzilmorfolina

Reagentes Massa N° Quantidade N° de

molar equivalente mmol

Benzaldeido 106,1g/mol 1 288 uL (d = 2,82

1,04 g/mL)

Morfolina 87,1g/mol 5 1,2mL 14,1
Diclorometano 84,93 g/mol - 10 mL -
Peneira molecular - - 39 -

Borohidreto de sodio 37,83 g/mol 3 320 mg 8,46
THF/Metanol - - 3mL/2 mL -

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foram adicionados 288 uL de benzaldeido, 1,2 mL
de morfolina e 10 mL de diclorometano contendo aproximadamente 3 g de peneira molecular
de 3 A. A reacéo foi mantida durante a noite sob agitacio magnética e a temperatura ambiente.
O término da reacdo foi confirmado por CCD, utilizando uma cuba com eluicdo de
hexano/acetato de etila (8:2). A fase organica foi coletada e seca com sulfato de sodio,
realizando-se uma filtrag&o utilizando um funil simples e papel de filtro. O filtro foi lavado com
diclorometano para garantir a extracdo do produto retido no sulfato de sédio. O solvente foi
entdo evaporado utilizando um rotavapor®, e o produto obtido foi utilizado na etapa seguinte

da reacdo.

No mesmo bal&o de reacdo adicionou-se 5 mL de uma mistura 1:1 dos solventes THF e metanol
e 320 mg de borohidreto de sédio sob banho de gelo. A mistura foi mantida em agitacdo por
aproximadamente 3 horas, acompanhando-se o progresso da reacdo por CCD. Ao final da
reacdo, adicionou-se uma solucdo de hidroxido de sodio 10% até atingir pH 12 e os solventes

THF e metanol foram parcialmente removidos em rotavapor®.

Em seguida, realizou-se uma extragdo liquido-liquido utilizando acetato de etila, lavando com
agua destilada, seguida de agua acidificada até pH 3 utilizando uma solugdo de HCI 1 M. A
fase aquosa foi coletada, alcalinizada até pH 8 utilizando a solucdo de hidroxido de sodio e
extraida novamente com acetato de etila. A fase organica foi coletada, seca com sulfato de sodio
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anidro e evaporada. O produto bruto obtido passou por uma purificagdo por cromatografia em
coluna de silica (CCS), utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (9:1) como fase

movel. Obteve-se 84 mg do produto puro na forma de um 6leo (44% de rendimento).

F.M.: C11H1sNO
M.M.: 177,25 g/mol

RMN de 'H (6; CDCls; 400 MHz): 7,35-7,27 (m; 5H; H-2, H-2’, H-3, H-3" ¢ H-4); 3,75 (ta;
4H; H-7 e H-7°, 33 = 4,0 Hz); 3,55 (s; 2H; H-5); 2,50 (sl; 4H; H-6 e H-6").

RMN de 3C (8; CDCl3; 100 MHz): 137,0 (C-1); 129,3 (C-2, C-2’ ou C-3, C-3"), 128,3 (C-2,
C-2” ou C-3, C-3"),127,3 (C-4); 66,7 (C-7 e C-7°); 63,5 (C-5); 53,4 (C-6 & C-6").

3.5 Obtencéo e dados de caracterizagéo da 1-[ (3,4-difluorofenil) metil]piperidin-4-ol

2 7
F3 1 2
N 9
JORGH
F 74 6 & OH
5 9

Tabela 4: Quantidades dos reagentes utilizados para obtencédo da 1-(3,4-

difluorbenzil)piperidin-4-ol

Reagente Massa N° Quantidade  N° de
molar equivalentes mmols
3,4-Difluorbenzaldeido 142,1g/mol 1 72 puL (d = 0,7
1,18)
4-Hidroxipiperidina 102,2g/mol 1,5 107 mg 1,05
Sulfato de sddio anidro 142g/mol 10 2000 mg 14,1
Cianoborohidreto de sédio 62,84 g/mol 3 131 mg 2,1

THF/Metanol - - 5 mL/5 mL -
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Em um baldo de 25 mL foram adicionados 72 uL de 3,4-difluorbenzaldeido, 107 mg de 4-
hidroxipiperidina, 5 mL de THF, 5 mL de metanol, 10 gotas de CHs:COOH ¢ uma ponta de
espatula de Na>SOs4 (~ 2 g). A reagdo foi iniciada a temperatura ambiente com agitacdo
magnética e, apos aproximadamente 3 horas de agitacdo, observou-se a formacdo de um
produto por meio de CCD, utilizando uma cuba com o eluente hexano e acetato de etila (8:2).
O conteudo do baldo foi transferido para outro baldo de fundo redondo por meio de uma

filtracdo em funil simples e algodao.

O filtro foi lavado com THF para garantir a extracdo do produto retido em sulfato de sédio. Na
segunda etapa da reacdo, adicionou-se, sob banho de gelo, 131 mg de NaBH3CN ao baldo
contendo o filtrado. A mistura foi mantida em agitacdo magnética durante a noite a temperatura
ambiente. Em seguida, o solvente foi evaporado utilizando um rotavapor®. Fez-se entdo uma
extracdo liquido-liquido utilizando acetato de etila e 4gua alcalinizada até pH 10 com 5 mL de
uma solucdo de NaHCO3 8%. A fase orgénica foi recolhida, seca com sulfato de sédio anidro
e evaporada, resultando no produto bruto. Este foi parcialmente purificado por CCS, utilizando
uma mistura de hexano e acetato de etila (7:3 = 1:1). Obteve-se 123 mg do produto ainda

impuro na forma de um semissolido oleoso, representando 76,8% do rendimento teorico.

F.M.: C12H15F2NO
M.M.: 227,25 g/mol
RMN de H (8; CDCls; 400 MHz): presenca de impurezas ndo permitiu a atribuicéo dos sinais.

RMN de 13C (8; CDCl3; 100 MHz): 151,6 (C-3); 149,1 (C-4); 131,5 (C-1); 126,4 (C-6); 119,2
(C-2); 117,4 (C-5); 65,7 (C-10); 60,6 (C-7); 49,4 (C-8 e C-8°); 32,4 (C-9 & C-9").
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise retrossintética do MB15

A partir da analise retrossintética do MB15 (Figura 5), foram propostos substituintes para o0s
materiais de partida representados na figura a abaixo, A: aminas; B: derivados do &cido p-
hidroxibenzdico e C: aldeidos aromaticos, visando obter uma ampla variedade estrutural. Com
base em informac6es previamente conhecidas sobre inibidores da cruzaina em geral, podem ser
aplicadas modificagbes moleculares classicas, como variacdo do substituinte, variacdo na
posicdo do substituinte e expansédo da cadeia alquila, a fim de obter uma variagdo estrutural
suficiente para se estabelecer uma relacdo estrutura-atividade para esse padréo estrutural. A
selecao das moléculas foi realizada em trabalho prévio do grupo de pesquisa por meio de uma
triagem virtual, via docking molecular, utilizando a estrutura tridimensional da cruzaina como
alvo (SOUSA,2021).

......................

Figura 5: Analise retrossintética do MB15. Fonte: Autora.

A partir da selecdo dos reagentes de partida, decidiu-se, portanto, planejar a sintese dos
compostos de maneira convergente, a partir de intermediarios-chave que compdem a estrutura
do MB15. Esses intermediarios seriam as benzilpiperidinas, que consistem em um heterociclo
de seis membros contendo nitrogénio, substituido na posi¢do 4 por um alcool e ligado a um
grupo benzila pelo nitrogénio, e as hidroxibenzilamidas que séo caracterizadas por uma amida

formada a partir de acidos 4-hidroxibenzoéicos (Figura 6). Esses intermediarios oferecem
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diversas possibilidades de modificagdes e, com uma rota convergente buscava-se aumentar a
eficiéncia da obtencdo de andlogos pela combinacdo de estruturas contendo substituintes

diferentes, assim como a reducao dos custos.

Benzilpiperidinas Hidroxibenzilamidas

Figura 6 : Estrutura do MB15 evidenciando os intermediarios propostos. Fonte: Autora.
A rota de sintese planejada entdo partiria do &cido 4-hidroxibenzoéico ou derivados que seria

utilizado na obtencdo da amida a partir da reacdo com aminas selecionadas pela modelagem
molecular em um trabalho paralelo (Figura 7) (SOUSA, 2021).
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Figura 7: Rota de sintese para obtencdo das substancias propostas. Fonte: Autora.

Essa reacdo ocorreria, utilizando um &cido carboxilico aroméatico em conjunto com o cloridrato
de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) usado como agente de ativagéo, a fim
de catalisar a reacdo de acoplamento entre o grupo carboxila e uma amina primaria ou

secundaria, formando assim as fenolamidas.

Paralelamente, seriam conduzidas aminac¢@es redutivas empregando aldeidos aromaticos e
aminas, utilizando uma mistura de diclorometano/metanol e usando agente redutor a base de
boro, resultando, assim, na sintese da 4-hidroxibenzilpiperidina. A transformacéo subsequente

do alcool da 4-hidroxibenzilpiperidina em um mesilato, com reacdo com cloreto de
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metanossulfonila e trietilamina. Essa reagcdo proporciona a substituicdo seletiva do grupo
hidroxila da 4-hidroxibenzilpiperidina pelo grupo metanossulfonila, fornecendo um bom grupo

de saida, propicio para reacGes subsequentes.

Finalmente, o acoplamento das fenolamidas com o mesilato, resultante da etapa anterior, seria
realizado em acetona na presenca de carbonato de potéssio para desprotonar a hidroxila fenélica
da fenolamida, criando um ion nucleofilico suficiente para atacar o carbono eletrofilico do

mesilato, resultando em analogos ao MB15.

4.2 Obtengdo de hidroxibenzilamidas intermediarias

Inicialmente, o acido 4-hidroxibenzoico foi escolhido como o material de partida principal para
a formacao das hidroxibenzilamidas. Essa escolha se deve ao fato de sua estrutura possuir uma
hidroxila em posicdo para a funcdo acido carboxilico no anel benzoico, assim como no MB15,
no entanto, sem qualquer outro substituinte. Esse reagente de partida mais simples e acessivel

foi utilizado para estabelecer as condicGes de reacdo para a obtencdo das hidroxibenzilamidas.

Através de métodos que envolvem reacOes de adi¢cdo nucleofilica de aménia ou uma amina a
um carbono carbonilico, é possivel obter amidas. Porém, os &cidos carboxilicos reagem com
amonia em solucdo aquosa, formando sais de amonio e o ion carboxilato, cuja baixa reatividade
impede uma reacdo de adicdo nucleofilica. No entanto, se evaporarmos a agua e, em seguida,
aquecermos o par iénico, ocorrera a desidratacdo e a formacdo de uma amida (SOLOMONS,
2006). A necessidade de remocdo de agua e temperaturas acima de 420°C podem comprometer

a integridade dos reagentes, constituindo um desafio significativo na sintese dessas moléculas.

Portanto, é frequentemente necessario ativar previamente o acido carboxilico, convertendo o
grupo hidroxila (-OH) do acido em um bom grupo abandonador mais adequado antes de
prosseguir com a reacdo com a amina (VALEUR e BRADLEY, 2009). Uma estratégia
comumente empregada para ativar os &cidos carboxilicos é a utilizacdo de agentes de

acoplamento (Figura 8).
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Figura 8: Método convencional de formac&o de amidas. Envolve a ativacdo do &cido
carboxilico por um grupo ativante (A*), seguido de um ataque nucleofilico da amina gerando
uma ligacdo amida na presenca de um reagente de acoplamento, base e solvente Fonte:
Adaptado PATTABIRAMAN et al., 2011.

Esses agentes desempenham o papel de gerar compostos mais reativos, tais como cloretos de
acido, anidridos (mistos) ou ésteres ativados. Diversas revisdes publicadas acerca dos agentes
de acoplamento oferecem uma anélise critica aprofundada desse tema. Nesse contexto, a
importancia desse processo é incontestavel, uma vez que a eficacia da ativacdo dos acidos
carboxilicos estd diretamente vinculada a avaliacdo cuidadosa da natureza desses acidos, da
reatividade dos agentes de acoplamento, das condi¢fes experimentais e dos requisitos
especificos da reacdo. A selecdo do agente de acoplamento mais apropriado € um passo crucial,
visando maximizar os rendimentos e a seletividade desejados no resultado final da reacédo

(VALEUR e BRADLEY, 2009).

A importancia dessa reagdo se torna evidente pois a acilagcdo de aminas com &cidos carboxilicos
ativados é a reacdo mais amplamente utilizada na sintese de produtos farmacéuticos modernos,
representando aproximadamente 16% de todas as reacGes, conforme evidenciado por uma
analise de dados em quimica medicinal (PATTABIRAMAN e BODE, 2011). Dessa forma,
adotou-se um método cléassico de conversdo de acidos carboxilicos em amidas, por meio da
utilizacdo de haletos de acila como intermediérios. O processo consiste, primeiramente, na
conversdo do &cido em seu respectivo haleto de acila, seguida pela reacdo desse haleto com
uma amina (Figura 9) (MONTALBETTI e FALQUE, 2005).

. Q socl, 9 HNR,R,' < 0 :
; D)LOH CH,Cl, R :O)\u CH,Cl, D)LNRsz' :
! — > —_— :
i HO 80°C, ref. HO HO '

___________________________________________________________________________________

Figura 9: Obtencdo das amidas pela formagéo de um cloreto de acido. Fonte: Autora.
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A formacdo do intermediario tem como objetivo transformar o material de partida em uma
espécie mais reativa. 1sso porque existe uma ordem geral de reatividade de compostos
carbonilicos que se pode estabelecer a partir do grupo ligado a carbonila. Em geral, quando
existem grupos doadores de elétrons ligados a carbonila, como é o caso da hidroxila, a
eletrofilicidade diminui, tal qual a reatividade frente a nucletfilos. Isso é especialmente
verdadeiro quando o par de elétrons de tal grupo é capaz de realizar ressonancia mais
efetivamente com a carbonila, como no caso do ion carboxilato ou da prépria amida. Sendo
assim, os cloretos de acido sé@o mais reativos porque o efeito retirador de elétrons do atomo de

cloro aumenta a eletrofilicidade do carbono carbonila (CLAYDEN et al., 2012).

Os reagentes cloreto de tionila (SOCI), cloreto de oxalila ((COCI)2), tricloreto de fosforo
(PClz), oxicloreto de fésforo (POCIs) e o pentacloreto de fosforo (PCls) sdéo comumente usados
para gerar cloretos de acila a partir de seus respectivos acidos com um custo relativamente
baixo. No entanto, uma das principais desvantagens dos agentes clorantes previamente citados
¢ a producdo de HCI no meio reacional, podendo levar a reacGes ndo desejadas com outros
grupos funcionais da molécula. Sendo assim, a presenca de uma base organica normalmente é
necessaria para neutralizar o HCI formado ao longo da reagdo (MONTALBETTI e FALQUE,
2005).

Assim, para a formacdo do cloreto de acido correspondente do acido 4-hidroxibenzoico,
inicialmente optou-se pela em reacdo com o cloreto de tionila. (HYATT et al. 2007). O
mecanismo dessa reacdo € mostrado na Figura 10A. Primeiramente, o cloreto de tionila,
contendo um &tomo de enxofre, forma um complexo de ativacdo com o &cido carboxilico,
resultando em uma espécie altamente eletrofilica e instavel. A formacdo desse intermediario
reativo possibilita que o ion cloreto (CI") resultante atue como nucleéfilo, levando a formacéo
de um intermedirio tetraédrico. Posteriormente, ocorre a eliminacdo de diéxido de enxofre
(SO2) e acido cloridrico (HCI) do intermediario tetraédrico, resultando na formacéo do cloreto
de acila desejado. E importante ressaltar que essa etapa é irreversivel, uma vez que tanto o
dioxido de enxofre quanto o acido cloridrico sdo gases e sdo perdidos durante a reagdo
(CLAYDEN et al., 2012).
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Figura 10: Proposta de mecanismo A para reacdo de acilacdo/formacao do cloreto de acido e
B para reagéo de formagéo da amida. Fonte: Autora.

A segunda etapa da reacdo consiste na adicdo de uma amina ao cloreto de acido formado
anteriormente. O mecanismo se repete, mas o carbono é atacado dessa vez pelo par de elétrons
livres presentes no nitrogénio da amina adicionada e, em seguida, ocorre a eliminagdo do atomo
de cloro, regenerando a dupla ligacao carbono-oxigénio da carbonila. Adicionalmente a reagéo
pode ser realizada em meio &cido, nesse caso, ocorre a protonacdo do oxigénio carbonilico,

favorecendo o ataque ao carbono eletrofilico (Figura 10B).

No, entanto as tentativas de sintese desse composto ndo obtiveram bons resultados, pois, em
diversas tentativas, o produto desejado puro e com rendimento adequado ndo foi obtido.
Conforme anélise por CCD, foi observado que o Rf do produto era igual ao do material de
partida, indicando que o &cido de partida ndo estava sendo consumido. Com base nessa analise,
levantam-se as hipdteses que o cloreto pode néo ter sido formado ou que tenha sofrido hidrolise
de volta ao &cido no decorrer da reagdo. Essa ocorréncia provavelmente € atribuida as restricGes
na etapa de sintese do cloreto de acila, que demonstra uma notéavel sensibilidade a presenca de

umidade. Adicionalmente, o cloreto de tionila foi utilizado sem prévia purificacéo e, se tratando
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de um reagente igualmente sensivel a umidade devido a sua alta reatividade, poderia estar com

produtos de degradacdo, impossibilitando a reagao.

Durante a sintese supde-se que a hidrolise de uma amida possivelmente formada em meio
reacional seja uma hipdtese pouco provavel. Isso se deve ao fato de que as condic¢Bes reacionais
necessarias para hidrdlise de amidas normalmente requerem um acido ou base concentrada e
altas temperaturas, aproximadamente 200°C (CLAYDEN et al., 2012). Durante algumas
reacOes, foi notada a ocorréncia de um precipitado branco no baldo reacional, indicando a
formacdo de um sal resultante da reacdo acido-base entre o &cido carboxilico que nao se

transformou em cloreto e a amina presente.

A partir dos insucessos mencionados, utilizou-se uma segunda técnica para obter o cloreto acido
a partir do acido p-hidroxibenzoico. Nessa abordagem, a reacéo foi conduzida com cloreto de
tionila a temperatura ambiente, porém adicionando gotas de DMF como catalisador
(MONTALBETTI e FALQUE, 2005).

A DMF é empregada como catalisador no processo de clorodesidroxilagdo, como na sintese de
halogenetos de acila a partir dos &cidos carboxilicos correspondentes utilizando cloreto de
tionila. Nas etapas iniciais, o cloreto de tionila reage com a DMF, gerando um intermediério
altamente eletrofilico e liberando didxido de enxofre e HCI como subprodutos (Figura 11). Esse
intermediario, por sua vez, reage prontamente com um acido carboxilico, formando um éster
intermediario e HCI. Na etapa subsequente, ocorre a adi¢do do cloreto ao carbono carbonilico,
resultando na formagéo de um cloreto de acila e regenerando a DMF (LOUVIS et al., 2016).
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Figura 11: Ativacdo com DMF: ciclo catalitico Fonte: Adaptado de MONTALBETTI et al.,
2005.

O produto da reacdo por essa técnica foi utilizado na etapa de obtencdo da amida, sem
purificacdo prévia com receio da instabilidade do cloreto de acido. No entanto, ainda que as
andlises por CCD revelassem uma mancha compativel com formacdo da amida, a quantidade
obtida inicialmente foi muito pequena (33 mg). Tentativas subsequentes de se acumular produto
foram realizadas, mas em todas elas a instabilidade da molécula, observada pela formacédo de

produtos de degradacdo em CCD, inviabilizou sua completa caracterizacao e utilizacao.

Com base nesses resultados e considerando que a hidroxila fendlica livre poderia estar
relacionada com o insucesso das reacOes, sobretudo se na forma de fenolato, um bom
nucleofilo, optou-se por introduzir um grupo protetor nessa posi¢do. Inicialmente escolheu-se
introduzir o grupo protetor na forma de um éster, pois este seria de facil remocdo
posteriormente, uma vez que o éster seria susceptivel a hidrélise em condi¢Ges mais brandas do

gue a amida, como explicado anteriormente.

Para isso, utilizou-se uma reacdo de acetilacdo com o &cido p-hidroxibenzoico, empregando o
anidrido acético e gotas de &cido sulfurico como catalisador (Figura 12). Seguindo essa
proposta, 0 processo de acilagdo foi conduzido, em que o &cido sulfurico atuou como
catalisador, ativando a carbonila do anidrido. A hidroxila fendlica atua como nucledfilo,

resultando na transferéncia do grupo acetila para a hidroxila e formando o éster.
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Figura 12: Protecdo da hidroxila fendlica pela formagdo de um éster. Fonte: Autora.

Essa protecdo da hidroxila fendlica é de relevancia em sintese orgénica, proporcionando uma
maior estabilidade ao grupo funcional e permitindo futuras etapas de desprotecdo (JIN, et
al.,1998). Quando observado em CCD, o material de partida e o produto formado déo origem a
manchas muito semelhantes e de Rf muito préximos, mesmo utilizando eluentes diferentes.
Portanto, para identificar a formacdo do produto, realizou-se o ponto de fusdo do &cido 4-
hidroxibenzoico, que foi de ~200°C, estando dentro do esperado (HYATT et al. 2007), e
comparou-se com o produto obtido, que foi de ~180°C, mais proximo ao descrito na literatura
(191°C).

Contudo, ap6s a utilizacdo dessa técnica, ndo foi possivel obter um espectro de RMN
satisfatorio, pois o produto degradava de volta ao acido carboxilico de partida até o0 momento
da andlise, conforme observado por espectro e CCD posterior a analise de RMN de 'H (Figura
13) e de 3C (Figura 14). Através do espectro de hidrogénio é possivel analisar dois sistemas
para-substituidos, um em 8,00-7,77 ppm provavelmente referente ao éster, ja os sinais em 7,28-
6,81 ppm poderiam ser atribuidos ao acido de partida. No espectro de carbono, hd maltiplos
sinais de carbonos aromaticos, ou seja, mais do que 0s 4 esperados, e as carbonilas, por volta
de 166, 6 e 168,9 ppm, de maior intensidade provenientes do produto protegido, porém outro
sinal de menor intensidade em 161,6 ppm, por exemplo, sugere contaminagdo com o acido de
partida. Por fim, apesar da mistura aparente de produtos uma confirmacdo da protecdo da
hidroxila fendlica se da, também, pela presenca do sinal em 20,9 ppm correspondente ao

carbono alfa carbonila do éster desejado.
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Figura 13: Espectro de RMN de *H do produto obtido na reagio de protegdo da hidroxila
fenolia. Fonte: Autora.

(== T} o) L= =T o .' (8]
-~ = oo© ™ =T o ' o
@%h o neN o - - : @
2G88 3 mal & 2 Lo /©)L0H : =
— — o — :)L N ~d
N N L0
LS
N [0 .
T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 14: Espectro de RMN de *3C do produto obtido na reacéo de protecdo da hidroxila
fenolia. Fonte: Autora.

Diante da dificuldade de se obter o cloreto de &cido desejado e da proteger a hidroxila fenélica
com a formacdo de um éster, uma nova alternativa foi explorada para a protecdo da hidroxila
fenolica (Figura 15). Essa estratégia envolveu a conversdo simultanea do grupo carboxila e do
grupo hidroxila fen6lica em um éster e um éter metilico, respectivamente, por meio de uma
reacdo com excesso de iodometano, utilizando hidroxido de sddio para desprotonar a hidroxila
e o0 acido carboxilico (SATO e ENDO, 2009).
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Dessa forma, o grupo carboxila seria transformado em um éster, grupo mais reativo para reacdo
com a amina, enquanto a hidroxila fendlica seria protegida na forma de um éter. Depois da
formacdo da amida, ocorreria a conversao do eter metilico de volta ao fenol, utilizando um
reagente amplamente empregado, o AICls, com o propdsito de regenerar o grupo hidroxila. O
AIClz é um acido de Lewis capaz de coordenar o par solitario do oxigénio do éter. Assim, 0s
pares eletrdnicos do 4&tomo de oxigénio coordenam ao ion central de aluminio, e o grupo cloro
se desprende, resultando em reacdo com o grupo metil, o qual possui uma carga positiva parcial.
Isso leva a formacdo de clorometano como subproduto, assim como um complexo R-O-AICla.
Este Gltimo complexo pode ser decomposto por meio do uso de NaHCOz (OLIVEIRA, et al.,
2019)
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Figura 15: Estratégia alternativa para a formacéo de amida a partir do acido p-
hidroxibenzdico, envolvendo a protecdo e regeneracdo da hidroxila fendlica. Fonte: Autora.

Apos a formacdo dos ions carboxilato e fenolato pela adi¢do de hidréxido de sddio, tornando-
os mais nucleofilicos, o iodometano foi adicionado. Esse consiste em um eletrofilo eficiente
devido a caracteristica do ion iodeto de se comportar como bom grupo abandonador.
Adicionalmente, essas reacOes foram realizadas em presenca de DMF anidro como solvente, o
que facilita reacdes de substituicdo nucleofilica do tipo SN». Essa preferéncia ocorre devido a
caracteristica do DMF de ter um centro carbonilico eletronicamente deficiente, porém impedido
estericamente para interacdo com anions. 1sso se deve a proximidade as duas metilas adjacentes
ao carbono carbonilico. Por outro lado, o oxigénio da molécula, que possui maior densidade
eletronica, estd mais exposto e pode interagir livremente com cations, que sdo 0s contra-ions
do nucledfilo anidnico. Essa propriedade facilita o ataque nucleofilico dos anions aos substratos
nas reagdes de SN2 (LOUVIS et al., 2016). O composto formado foi caracterizado por RMN e
imediatamente utilizado, na formacao das amidas, uma vez que 0 grupo éster € mais reativo que

0 &cido carboxilico, o que em tese eliminaria a necessidade do preparo do cloreto de &cido.



44

No espectro de RMN de 'H do éter metilico, os sinais correspondentes aos hidrogénios
aromaticos foram registrados com dois dupletos de integral para 2 hidrogénios cada em 7,92 e
6,85 ppm e 3J de 8,6 Hz, compativel o um sistema aromatico para-substituido. Os sinais dos
hidrogénios orto a metoxila foram atribuidos ao sinal mais blindado (6,85 ppm) devido o efeito
indutivo exercido pelo oxigénio presente, além de estarem meta a uma carbonila que doa por
ressonancia. Os hidrogénios das metilas do éster e o éter, foram registrados como simpletos de
integral igual a 3 em 3,81 e 3,79 ppm, respectivamente, indicando que houve a formacdo do

produto.

No que se refere aos espectros de RMN de 3C, foram observados sinais referentes aos carbonos
aromaticos na faixa de 162-113 ppm, sendo o carbono vizinho a carbonila em 122,5 ppm mais
blindado, seguido do C-2e C-2" em 131,5 ppm e C-3 e C-3" em 113,5 ppm, sinal mais blindado
devido a conjuncdo do efeito doador de densidade eletrdnica por ressonancia do oxigénio na
posicdo orto e ao efeito oposto da carbonila na posicdo meta. Por fim o carbono C-4 foi
registrado em 163,3 ppm, por estar ligado diretamente ao &tomo de oxigénio. Ja os carbonos C-
6 e C-7 pertencentes ao grupo metil foram encontrados em 51,8 e 55,4 ppm, mais uma vez
confirmando que a reacdo foi bem-sucedida. Além disso, o sinal caracteristico do carbono
carbonilico deste derivado foi encontrado em 166,9 ppm, compativel com um éster aromatico.

Ambos 0s espectros estdo apresentados no ANEXO 1-A.

Contudo, ap6s a formacdo do éster ao reproduzir a reagdo com amina nao se obteve o resultado
esperado. Uma vez que a quantidade de produto obtida foi de aproximadamente 20mg e a CCD
revelou uma sequéncia de manchas, entre elas uma retida na base, podendo ser a amina que nao
reagiu e também uma segunda com Rf similar ao &cido 4-hidroxibenzoico, simbolizando que o

éster de partida estaria hidrolisado.

Diante desse contexto, foi realizado um teste para a formacdo da amida por meio da ativagédo
do grupo acido carboxilico, convertendo-o em um éster ativado utilizando o EDC e DMAP (4-
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dimetilaminopiridina), tornando-o um eletréfilo mais reativo, facilitando o ataque nucleofilico
da amina ao carbono eletrofilico da carbonila (NEISES e STEGLICH, 1978; MONTALBETTI
e FALQUE, 2005).

A formacéo do éster ativado ocorre quando o DMAP captura o hidrogénio da hidroxila do acido
carboxilico, consequentemente a carbodiimida sofre um ataque nucleofilico do carboxilato
formado anteriormente, resultando na formacdo do éster ativado. Em seguida, o nitrogénio
aromatico presente no DMAP atua como nucleofilo no carbono carbonilico formando o
intermediério tetraédrico. Apos a regeneracdo da carbonila pelo oxigénio de carga negativa,
obtém-se o composto passivel de sofrer uma adicdo nucleofilica ao adicionar uma amina ao
meio reacional. Por fim, tem-se a formacdo da amida desejada, juntamente com a conversdo do
EDC em uma ureia (Figura 16) (CLAYDEN et al., 2012).
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Figura 16: Proposta de mecanismo para formacéao do éster ativado (A) com subsequente
formacdo da amida (B). Fonte: Autora.
Durante a reacdo observou-se por CCD a formagdo de um produto, mesmo que o material de
partida ndo tivesse sido consumido totalmente. Também se observou a formagdo de muitos
subprodutos. Sendo assim, foi necessaria a purificacdo do produto bruto por meio de uma CCS
utilizando como eluentes uma mistura de hexano e acetato de etila na proporcao 8:2. O produto

puro foi isolado com rendimento de 30%.

Repetidas tentativas de sintese foram executadas utilizando a isopropilamina e a morfolina.

Outras alteragdes, como 0 aumento do tempo de reacdo para até dias, a utilizacdo de DMF ou
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DMAP como catalisadores também foram realizadas a fim de diminuir a formacdo de
subprodutos e melhorar os rendimentos. No entanto, constatou-se que essas modificagdes

resultaram em uma maior formacao de subprodutos na CCD.

Alguns fatores que podem ter contribuido para o insucesso dessas reacgOes estdo relacionados
ao possivel rearranjo que o éster ativado pode sofrer durante a reacdo, levando a transformacao
do produto em uma ureia (Figura 17). No contexto da conjugacdo quimica, a utilizacdo da N-
hidroxisuccinimida (NHS) previne os desdobramentos indesejados das rea¢des (Figura 18). Em
contraste, o primeiro intermediario formado (O-acilisoureia) pode sofrer hidrélise ou rearranjar
para um produto muito menos reativo (N-acilureia) por meio de uma reacdo de troca
intramolecular, sendo um caminho irreversivel no qual ndo sintetiza a amida de relevanica. Na
reacao em presenca de NHS, o segundo intermediario se revela mais sollvel, estavel e reage
com a amina para gerar o produto final (DE VOS, et al., 1994; PEREIRA, et al. 2019b). Mesmo
assim, entre as tentativas de obtencdo da amida realizadas, a reagdo com o EDC/DMAP foi a

mais bem-sucedida, ainda que o rendimento nao atendesse o esperado.
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Figura 17: Proposta de mecanismo de formagéo da N-acilureia e hidrélise da O-acilisoureia.
Fonte: Adaptada de DUNETZ, et al., 2016.
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Figura 18: Proposta de mecanismo da formacao da amida mediada por EDC e NHS. Fonte:
Adaptada de DUNETZ, et al., 2016.

Dada a importancia de obtengdo desse intermediario-chave para a obtencdo de derivados do

MB15, reagdes mais eficientes sdo necessarias. Diversas técnicas mais modernas sdo descritas
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na literatura para a formacdo de amidas. Considerando os diversos intermediarios ativos
derivados de &cidos carboxilicos, as espécies de éster enol tém sido exploradas como o primeiro
exemplo de sintese de ligacdo de amida sem o uso de metais (XU, et al., 2018). Nesse método,
o0 propiolato de metila € utilizado juntamente com acetonitrila e trietilamina em temperatura
ambiente para a obtencdo de diferentes amidas em uma Unica etapa, com rendimentos variando
de 80% a 98%. A reacdo ocorre através de um intermediario a-acilenoléster (Figura 19). As
condicdes suaves, tempos de reacdo curtos e o baixo peso molecular do reagente tornam esse

método conceitualmente inovador e também atrativo do ponto de vista da quimica sustentavel.
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Figura 19: A condensacdo mediada pelo propiolato de metila. Fonte: Adaptado de XU,
Xianjun et al., 2018

Outra técnica descrita por Salimiyan e colaboradores (2019) direciona o foco da reacdo para
um mediador de acoplamento. Nessa abordagem, o 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (TCT), atua
como agente condensador, juntamente com um solvente eutético composto por uma mistura de
ureia e cloreto de colina. A presenca de trietilamina também é essencial nessa reacdo, pois
mantém as condi¢Oes de pH basico durante toda a reacdo (Figura 20). Essa metodologia permite
a formacdo de amidas com rendimentos na faixa de 70% a 90% a temperatura ambiente, dentro
de um tempo relativamente curto de aproximadamente 3 horas. Durante a fase de isolamento,

0 composto organico é extraido utilizando acetato de etila e posteriormente purificado por CCS.
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Figura 20: Formagc&o de ligacdo de amida mediada por TCT entre o cido carboxilico e
aminas em solventes eutéticos profundos. Fonte: Adaptada de SALIMIYAN, et al., 2019.
Além da perspectiva da utilizagdo de outras técnicas para a obtencdo das amidas, acredita-se
que, em parte, o insucesso das reagOes esteja relacionado a capacidade dessa hidroxila competir

com as aminas como nucledfilo e atacar espécies eletrofilicas geradas no meio reacional. Com
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isso, outro grupo protetor pode ser empregado para a hidroxila fendlica. Um dos grupos
protetores mais utilizados consiste na formacdo de um éter benzilico com haleto de benzila
(Figura 21).

Conforme descrito no trabalho de Dodo e colaboradores (2008), experimentalmente, essa
reacdo parte da utilizagdo de uma base, por exemplo o0 K>COs, que resulta na desprotonacao da
hidroxila fendlica. Sendo assim, o cloreto de benzila pode reagir com a hidroxila fendlica de
duas maneiras diferentes: atraveés de uma rota mais rapida (SN2) onde ndo ha formacédo de
carbocétion intermediério, e através de uma rota potencialmente mais lenta (SN1) onde um
carbocétion estavel pode ser formado por ressonancia com o anel benzénico. Nessa interagdo,
0 grupo benzila atua como um eletréfilo e se liga ao oxigénio da hidroxila fenodlica, resultando
na formacdo do éter benzilico desejado, enquanto o cloreto atua como grupo abandonador. O
produto formado evitando a reatividade indesejada da hidroxila em etapas posteriores da sintese
quimica, assim como na formacdo do éter metilico. No entanto, o grupo O-benzila pode ser
removido por hidrogenacao catalitica, promovendo a quebra seletiva da ligacao entre o oxigénio

e o0 grupo benzila, regenerando a hidroxila fenodlica inicial (DODO, et al., 2008).
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Figura 21: Rota de sintese para formacédo do éter benzilico a partir do cloreto de benzila
Fonte: Adaptada de DODO, et al., 2008.

4.3 Obtencao de benzilpiperidinas

Paralelamente a conducao das reacdes para a obtencdo das amidas, procedeu-se a realizacao de
reacOes para obtencdo de 4-hidroxibenzilpiperidinas, um segundo intermediario-chave na rota
convergente para obtencdo de derivados do MB15 (Figura 22). Esses intermediarios consistem
em um anel de 4-hidroxipiperidinas ligado por meio de uma ponte metilénica a um anel
aromatico onde diferentes substituintes poderiam ser explorados. Variando-se o0s substituintes

em Ry (Figura 16) nos reagentes de partida, de acordo com as moléculas selecionadas pela
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triagem virtual, e utilizando aminas de ordem primaria e secundéria, realizou-se a sintese de

alguns intermediarios.
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Figura 22: Rota de sintese para a obtencdo da 4-hidroxibenzilpiperidinas a partir de diferentes
aldeidos arométicos. Fonte: Autora.

Para obtencdo desse intermediario, optou-se pela reacdo de aminacdo redutiva, uma reacdo
classica para formacao de ligacGes C-N para obter diferentes aminas alquiladas. A reacdo de
aldeidos ou cetonas com amdnia e aminas (primarias ou secundarias) na presenca de um agente
redutor para obtencdo de respectivas aminas, é conhecida como alquilacéo redutiva das aminas
ou aminacao redutiva de compostos carbonilicos. Durante a reacdo, ocorre a formacdo inicial
de um intermediério de adicdo conhecido como carbinolamina. Sob condi¢6es apropriadas, a
carbinolamina sofre desidratacdo e se converte em uma imina. A imina, quando protonada,
forma um ion iminio que, em seguida, € reduzido, resultando na formacédo da amina alquilada
correspondente (Figura 23) (ABDEL-MAGID, et al.,1996).
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Figura 23: Sequéncia de intermediarios formados no processo de aminagdo redutiva. Fonte:
Adaptada de ABDEL-MAGID, et al.,1996.

A aminagéo redutiva pode ocorrer de duas maneiras distintas: reacdo direta e reacdo indireta. A
reacdo direta, ou one-pot, 0 composto carbonilico e a amina sdo misturados junto com o agente
redutor apropriado, sem a necessidade de formacéo préevia de um intermediario, como a imina
ou o sal de iminio. Por outro lado, na reacdo indireta, ocorre a pré-formagdo da imina

intermediéria, seguida por sua redu¢do em uma etapa separada (BAXTER et al., 2004).
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Com o intuito de assegurar a formacao do produto e reduzir possiveis interferéncias na reacéo,
optou-se por realizar a obtencdo das aminas intermediarias em duas etapas, ou seja,
indiretamente. Tal decisdo foi motivada por fatores relacionados as condi¢des reacionais e ao
comportamento quimico dos reagentes e produtos formados, tais como a reducéo do aldeido ao
alcool correspondente (ALVES e VICTOR, 2010).

Dessa forma, a primeira etapa do processo envolve a formacdo de uma imina como
intermedidrio. Inicialmente, a amina reage com o carbono eletrofilico presente na carbonila do
aldeido ou cetona. Durante essa rea¢do, a amina doa um par de elétrons, resultando na formacao
de uma carbinolamina. Na etapa subsequente, o par de elétrons livre no &tomo de nitrogénio da
carbinolamina ataca o carbono da carbonila novamente. Isso leva a uma desidratacdo da
molécula, resultando na formacao de um ion iminio. Nesse ponto, a ligacdo C=N caracteristica
da imina é estabelecida (Figura 24 — A). A etapa final trata-se da adi¢do de um agente redutor,
esse é capaz de reduzir a imina formada, deslocando o equilibrio da reacdo para a formacéo dos
produtos, no caso a amina (Figura 24 — B). E importante ressaltar que varios fatores externos,
como o solvente utilizado, 0 nimero de equivalentes dos reagentes, a temperatura, o pH e até
mesmo fatores eletrdnicos, podem influenciar o equilibrio dessas etapas (TRIPATHI, et al.,
2008).
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Figura 24: Proposta A: Mecanismo da primeira etapa da reagdo de aminacdo redutiva na
presenca de um &cido e B: Atuacdo simplificada do reagente NaBHa para reducéo da imina
formada na etapa anteriormente. Fonte: Autora.

Com base na metodologia descrita por Pereira e colaboradores (2019a), que se mostrou
apropriada considerando as condi¢bes e o0s materiais disponiveis, optou-se por utilizar
inicialmente um aldeido aromatico de estrutura simples, como o benzaldeido, junto a
isopropilamina ou morfolina como aminas adicionais a fim de se estabelecer as condicdes de
reacdo sem consumir a 4-hidroxibenzilpiperidina, de custo mais elevado. De acordo com o
mecanismo proposto na Figura 21, observa-se que a protonacdo da carbonila desempenha um
papel fundamental na formacéo da imina, ao aumentar a reatividade da carbonila. No entanto,
é importante considerar que pHs mais baixos diminuem a proporc¢ao da amina presente na forma
de base livre, que é o nucledfilo da reagdo. Portanto, a faixa de pH ideal para essa reacéo situa-
se entre 4 e 6 (LEI, etal., 2013).

Sendo assim, utilizou-se aproximadamente 10 gotas de CH3COOH, como catalisador, para que

uma propor¢do do composto carbonilico estivesse protonado, mantendo uma proporgdo da
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amina como base livre. Essa abordagem mostrou-se relevante e teve um impacto significativo
nos resultados, sendo observado um aumento de 40 para 76% de rendimento na formacéo do
produto na primeira etapa da reacdo. Além disso, nessa primeira etapa, observou-se que a
utilizacdo de uma mistura de solvente polares (THF/metanol) proporcionava uma melhor
solubilizacdo dos reagentes de partida quando comparado com o uso diclorometano.

A formacéo da imina ocorre em condi¢des de equilibrio quimico, em que a presenca de agua
pode resultar em hidrolise e desfazer a condensacdo, levando a recuperacdo dos compostos de
partida. Para garantir a conclusdo da reacdo, é comum impulsiona-la removendo a agua
conforme ela é formada, deslocando o equilibrio em favor da formacéo da imina. Isso pode ser
alcancado por meio da adi¢do de um agente secante ou pela aplicacdo de condigdes reativas que
promovam a eliminacdo continua de agua, direcionando a reacdo para a formacdo completa do
produto desejado (TRUPPO, 2009).

Alguns agentes desidratantes descritos, como peneiras de 3 A e 4 A, sulfatos metalicos (sulfato
de sodio e magnésio) sdo empregados em aminacdes redutivas (TRIPATHI, et al., 2008;
BAXTER et al., 2004). Nas reacdes realizadas, foi empregado o sulfato de sédio anidro que se
tornou o reagente de escolha, devido a sua maior aplicabilidade em comparagdo com o uso de
peneiras moleculares, uma vez que essas se desintegravam facilmente nas condigdes de
agitacdo, resultando na formacéo de particulas e comprometendo sua eficiéncia na remocdo de

agua quanto nas etapas de elaboracdo.

Outro fator que, em tese, pode favorecer essa primeira etapa é a introducdo de uma atmosfera
de N2 na reacdo. Essa atmosfera teria como o objetivo de reduzir a presenca de agua, advinda
do ar atmosférico, no meio reacional, além de criar um ambiente mais propicio para a etapa
seguinte de reducdo com a remogdo do oxigénio (Oz). No entanto, nesse trabalho ndo se

observou diferenca na obtengéo das iminas.

O produto da primeira etapa foi utilizado sem prévia purificacdo na etapa de reducdo da imina
formada. Para isso o sulfato foi filtrado em algoddo, em seguida o solvente foi removido por
rotavapor®, exceto quando utilizado o THF/metanol. Na etapa seguinte, de reducéo da imina
formada, a escolha do agente redutor é um fator essencial para 0 sucesso reacdo, uma vez que
este deve reduzi-la seletivamente. A reducdo néo seletiva do composto carbonilico de partida,
uma vez que a reacdo se encontra em equilibrio, leva a obtencdo do &lcool correspondente
(MURUGESAN, et al., 2020).
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Os agentes redutores a base de boro promove essa reducdo, fornecendo ions hidreto para a
adicdo nucleofilica ao grupo carbonila/imina. Isso resulta na formacdo de um intermediério
alcoxi-hidreto por adicdo nucleofilica do hidreto. Em seguida, o intermediario alcoxido
complexado com o boro é protonado em meio acido, através da transferéncia de um proton para
0 oxigénio, resultando na formacédo do &lcool correspondente, conforme mecanismo mostrado
na Figura 25 (ALVES e VICTOR, 2010).
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Figura 25: Mecanismo proposto para reducdo de carbonilados com NaBHa4. Fonte: ALVES e
VICTOR, 2010.

O borohidreto de sodio (NaBH4) é um agente redutor forte conhecido por também reduzir
rapidamente iminas, além do grupo carbonila em aldeidos e cetonas, o que faz com que sua
aplicacdo seja limitada, pois reduz esses grupos presentes na mesma molécula (TRIPATHI, et
al., 2008). Consequentemente, para eliminar a possibilidade de qualquer outro grupo carbonila
ser reduzido em uma etapa de sintese é sempre essencial que o grupo carbonila seja
completamente convertido em imina. Com base nisso, acredita-se que a utilizagdo do NaBH4
nas reacOes tenha sido 0 motivo dessas apresentaram rendimentos razoaveis (12,5% a 40% de

rendimento), somada a presenca de subprodutos, evidenciado por CCD.
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Utilizando a metodologia descrita por Pereira e colaboradores (2019a), a obtencdo dos
intermediarios de interesse (2) e (3) foi realizada e ambas as substancias sintetizadas foram
caracterizadas por ressonancia magnética nuclear de *H e 3C e os espectros estdo apresentados
no ANEXO 1-B e C respectivamente.
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No espectro de RMN de H da N-benzilpropan-2-amina (2), os sinais correspondentes aos
hidrogénios aromaticos foram registrados como um multipleto de integral para cinco
hidrogénios em 7,4-7,28 ppm. Os hidrogénios referentes aos grupos metila provenientes da
amina, foram registrados como um dupleto de integral igual a seis em 1,15 ppm e uma constante
de acoplamento de 6,6 Hz. O sinal 2,90 ppm referente a H-6 foi observado como hepteto de
integral para um hidrogénio com constante de acoplamento também de 6,6 Hz, condizente com
0 acoplamento com os hidrogénios das metilas. Por fim, o H-5, referente aos hidrogénios
metilénicos que confirma a formacdo do produto, foi registrado como um simpleto em 3,82

ppm de integral para dois hidrogénios.

No espectro de RMN de 13C, foram observados sinais referentes aos carbonos aromaticos na
faixa de 139 a 127 ppm. J& os carbonos C-7 e C-7°, oriundos da isopropilamina, foram
registrados em 22,4 ppm, enquanto C-6 foi registrado em 48,1 ppm. O carbono C-5, que
confirma a reducdo do composto carbonilico, foi registrado em 51,1 ppm. Além disso, através
do experimento DEPT-135, € possivel observar esse sinal em fase negativa, confirmando se

tratar de um carbono metilénico.

No espectro de RMN de 'H da 4-benzilmorfolina (3), também é observado um simpleto
referente ao H-5 em 3,55 ppm, com integral para dois hidrogénios, confirmando que houve a
formagdo do produto desejado. Além dele, sdo observados os sinais correspondentes aos
hidrogénios aromaticos (7,35 a 7,28 ppm) e os hidrogénios referentes ao anel de morfolina: um

tripleto aparente de integral igual a quatro em 3,75 ppm, atribuido ao hidrogénio H-7 e H-7°,



57

em 2,50 ppm um simpleto largo de integral igual a quatro, atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-
6.

No espectro de RMN de 3C, o mesmo padrdo de sinais de (2) é observado, exceto os sinais
referentes a por¢do da molécula proveniente da amina, onde os carbonos C-7 e C-7” foram
registrados em 66,7 ppm devido a proximidade ao oxigénio e os carbonos C-6 e C-6’ foram
registrados em 53,4 ppm, menos desblindados, pela proximidade ao nitrogénio, menos
eletronegativo. O carbono C-5, que confirma a reducdo do composto carbonilico, foi registrado

em 63,3 ppm.

Apesar do relativo sucesso na obtencdo dessas duas aminas, a obtencdo do alcool benzilico
como subproduto foi observado por andlise por CCD, comparando o produto final com um
padréo do alcool benzilico, e confirmada pelo espectro de RMN de 3C (Figura 26) e *H (Figura
27). Os sinais entre 126-140 ppm sdo referentes aos carbonos aromaéticos, no entanto, é
observado um sinal em 65,2 ppm, compativel com um carbono alifatico vizinho a um oxigénio.
Adicionalmente ndo sdo observados sinais referentes aos carbonos da amina, nem a um carbono
carbonilico, indicando que o aldeido foi reduzi a alcool. O espectro com os sinais referentes aos
hidrogénios revela os aromaticos na faixa de 7,42-7,29 ppm e em 4,71 ppm o carbono alfa a
hidroxila alc6olica confirmando a presenca do alcool benzilico.
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Figura 26: Espectro de RMN de *H do alcool benzilico. Fonte: Autora.
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Figura 27: Espectro de RMN de *3C do élcool benzilico. Fonte: Autora.

Sendo assim, adotou-se, uma estratégia de marcha quimica na elaboragdo da reacdo, na qual a
acidificacdo do meio reacional foi realizada ao término da reacdo, visando garantir que a amina
formada migrasse para a fase aquosa, enquanto o alcool era removido na fase orgéanica.
Posteriormente, a alcalinizacéo da fase aquosa foi realizada para que a amina ficasse na forma
de base livre, possibilitando a sua maior particdo na fase organica e consequente extracdo

utilizando acetato de etila como solvente.

Ap0s estabelecer as condigdes reacionais iniciais, mas observando a formacédo do alcool, outra
metodologia foi explorada, conforme descrito por Tripathi e colaboradores (2008). Essa
abordagem prop6e melhorias nas condicdes de reacdo, como a utiliza¢do do cianoborohidreto
de sodio (NaCNBHs). Esse agente redutor tem sido amplamente utilizado com notével
seletividade e estabilidade, que permite uma reducéo direta, conveniente ao procedimento de
aminacdo redutiva. A vantagem do redutor reside em sua estabilidade em solucgdes acidas
relativamente fortes (pH = 3) e em sua solubilidade em solventes hidroxilicos, como alcoois.
Porém, as limitagGes associadas ao método sao reagcdes mais lentas, que demandam um excesso
de amina, e que muitas vezes podem gerar subprodutos altamente toxicos como cianeto,
levando a formacdo de HCN, por exemplo, durante a elaboracdo da reacdo (BAXTER et al.,
2004; TRIPATHI, et al., 2008).
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A reacdo foi realizada utilizando o 3,4-difluorbenzaldeido e o 4-hidroxipiperidina que
compdem a estrutura do MB15 e seria fundamental no desenvolvimento da pesquisa como parte
do controle positivo nos futuros ensaios biologicos. Teoricamente, os dois atomos de fltor
ligados ao anel aromatico, posicionados em meta e para contribuem com efeito indutivo
retirador de densidade eletrénica que leva a polarizacdo da ligagdo C=0 do grupo aldeido,
tornando o carbono carbonilico mais suscetivel ao ataque nucleofilico pela amina presente.
Sendo assim, a reacéo feita de forma indireta, utilizando aproximadamente 10 gotas de acido
acetico glacial e dessa vez optando por um agente redutor mais seletivo. Assim, obteve-se o
produto na forma de um semissélido oleoso com 76,8% de rendimento de produto bruto. Apesar
da observacdo de vérios subprodutos em andlise por CCD, este foi purificado por CCS,
utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (7:3 - 1:1), ao final obteve-se
aproximadamente 25 mg de um produto cuja analise de RMN de *H (Figura 28) e *3C mostrou
uma complexidade devido a presenca de diversos sinais, tornando dificil a identificacdo do
produto (4).

Figura 28: Espectro de RMN de *H da 1-(3,4-difluorbenzil)piperidin-4-ol. Fonte: Autora.
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Entretanto, pelo espectro de RMN de 3C (Figura 29), pode-se observar sinais referentes aos
carbonos aromaticos na faixa de 151-117 ppm. Mais especificamente C-1 em 131,5 ppm, 0s
carbonos C-3 e C-4 foram atribuidos aos sinais em, 151,6 e 149,1 ppm, respectivamente, o que
estd de acordo com o efeito de desblindagem causada pelo a&tomo de flUor, apresentado também
uma constante 1J no valor de 247,0 Hz, caracteristico do acoplamento de *C-F. Igualmente,
esses sinais foram confirmados como de carbonos ndo hidrogenados por sua auséncia no
experimento DEPT-135 (Figura 30). O sinal em 126,1 ppm é atribuido a C-6, j& os demais
carbonos do anel aromético foram observados em 118,8 e 117,4 ppm atribuidos,
respectivamente, aos carbonos C-2, C-5, com um 2J de 17,5 Hz referente ao acoplamento
referente a ligagdo *2C-C-F, adicionalmente, todos hidrogenados de acordo com o experimento
DEPT-135. Dentre as impurezas presente pode-se atribuir o sinal em 176,1 ppm seja referente
ao carbono carbonilico do acido acético residual dessa reacdo, como também o sinal em 21,6
ppm referente ao grupo metil do &cido. Os deslocamentos quimicos menores que 70 ppm, com
0 auxilio do subespectro DEPT-135, foram atribuidos ao carbono benzilico C-7 (60,6 ppm) e
C-10 (65,7 ppm) referente ao carbono alfa a hidroxila, indicando que a amina foi, de fato,
formada. Os demais sinais de maior intensidade, atribuidos aos carbonos C-8 e C-8’ (49,4 ppm)
e C-9 e C-9’ (32,4 ppm) do anel de 4-hidroxipiperidina, todos registrados em fase inversa, no
subespectro DEPT-135.
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Figura 29: Espectro de RMN de *C da 1-(3,4-difluorbenzil)piperidin-4-ol. Fonte: Autora.
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Figura 30: Subespectro DEPT-135 da 1-(3,4-difluorbenzil)piperidin-4-ol. Fonte: Autora.

Assim, é possivel afirmar que os resultados obtidos indicaram, de maneira encorajadora, a

formacdo do produto desejado, marcando um passo promissor na obtencdo do intermediario-

chave necessario para avancar nas proximas etapas do trabalho. Além disso, foi viavel

identificar algumas condicGes reacionais mais promissoras a partir dos rendimentos alcangados

durante a sintese conforme descrito na Tabela 5. E importante ressaltar, entretanto, que a técnica

empregada carece de ajustes nas condicdes experimentais, elaboracdo e/ou purificacéo, a fim

de se obter o produto de maneira mais pura e com rendimentos melhores.

Tabela 5: Resumo das melhores condi¢des reacionais estabelecidas na reacdo de aminagéo

redutiva. Fonte: Autora.

Maiores rendimentos Menores rendimento
Acido acético Presenca Auséncia
Solventes THF e Metanol Diclorometano
Agente secante Sulfato de sddio anidro Peneira molecular

Agente redutor NaCNBH3 NaBH4
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5 CONCLUSAO

O planejamento sintético inicial para a obtencdo dos analogos planejados sofreu modificac6es
ao longo da pesquisa, em razdo das dificuldades enfrentadas durante a execucdo das reacdes,
de forma que vérias rotas de sintese alternativas foram propostas. A utilizacdo de
hidroxibenzilamidas como intermediérios-chave ofereceu oportunidades para a exploragéo de
multiplas modificacdes. Apesar dos desafios na obtencdo do cloreto de acido desejado e a
instabilidade de certos intermedidrios, o que revela a complexidade das reacdes envolvidas. A
estratégia de protecdo da hidroxila fendlica por meio da formacdo de um éter benzilico se
mostrou promissora, sugerindo a possibilidade de superar as reatividades indesejadas em etapas

subsequentes da sintese.

Entretanto, a busca por métodos alternativos e mais eficientes de sintese, como os mencionados
na literatura, apresenta caminhos para a superacdo dos desafios enfrentados. A adogdo de
técnicas inovadoras e condi¢cGes mais otimizadas pode levar a uma maior eficiéncia nas etapas
de acoplamento e formacdo de amidas, contribuindo para a obtencdo bem-sucedida dos
derivados desejados. Assim como nas rea¢des de aminacao redutiva, onde se foi possivel obter
3 possiveis intermediarios planejados na rota, que além de serem revelados na caracterizacdo
por RMN de 3C e H, serviram de modelo para o entendimento e analise de diversas condicdes

reacionais.

Embora o prazo de execucdo do projeto ndo tenha permitido concluir todas essas otimizagcdes
desejadas, os resultados obtidos sdo animadores. A estabelecimento dessa rota, até entdo
inexplorada, abre portas para a obtencao de analogos do MB15, relevantes para a construcao de
uma relacdo estrutura-atividade desse padrdo estrutural inovador na busca por farmacos
tripanocidas. A pesquisa realizada ndo apenas contribui para o conhecimento da quimica
sintética, mas também destaca a importancia da experimentagédo, adaptacéo e exploracdo de
novas metodologias para superar os desafios encontrados. Assim, a continuidade do trabalho,

aproveitando os aprendizados dessa fase inicial, é encorajada.
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ANEXO |

A — Espectros de RMN do 4-metoxibenzoato de metila
A.1 — Espectro de 'H (CDCls — 400 MHz)
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A.2 — Espectro *C (CDCl; — 100 MHz)
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A.3 — Subespectro DEPT-135 (CDClIs — 100 MHz)
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B — Espectros de RMN da N-benzilpropan-2-amina

B.1 — Espectro de *H (CDCl; — 400 MHz)
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B.2 — Espectro $3C (CDCl; — 100 MHz)
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B.3 — Subespectro DEPT-135 (CDClsz — 100 MHz)
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C — Espectros de RMN da 4-benzilmorfolina
C.1 — Espectro de *H (CDClz — 400 MHz)
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C.2 — Espectro *C (CDCIz — 100 MHz)
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C.3 — Subespectro DEPT-135 (CDCIs — 100 MHz)
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